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АНАЛИЗ ГЕНОМА БАКТЕРИЙ BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS БИМ В-439Д
Аннотация. Согласно результатам анализа полной нуклеотидной последовательности бактерий В. amyloliquefa-
ciens subsp. plantarum БИМ В-439Д, установлено, что геном штамма является уникальным и представлен одной коль-
цевой хромосомой размером 3978134 пар нуклеотидов, содержащей 46,50 % Г/Ц-пар. Определены ключевые генети-
ческие локусы, детерминирующие синтез антимикробных метаболитов: липопептидов (сурфактин, фенгицин, 
бацилломицин D), дипептида (бацилизин), сидерофора (бациллибактин), поликетидных антибиотиков (диффици-
дин/оксидиффицидин, бациллен и макролактин), циклического бактериоцина (амилоциклицин), а также пептида/
поликетида (предположительно – тироцидин), охарактеризованы системы рестрикции-модификации и мобильные 
генетические элементы (IS-элементы и профаги). Выявленные особенности в организации и локализации отдельных 
генетических детерминант (например, интактный профаг размером 37558 п. н.) могут использоваться в качестве на-
дежных молекулярно-генетических маркеров для быстрой идентификации штамма при его коммерческом использо-
вании. Полная нуклеотидная последовательность генома может служить основой для детального функционального 
анализа практически значимых свойств микроорганизмов группы Bacillus.
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ANALYSIS OF THE GENOME OF THE BACTERIA BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS BIM B-439D
Abstract. According to the results of the analysis of the complete nucleotide sequence of B. amyloliquefaciens subsp. 
plantarum BIM B-439D, it is established that the genome of the strain is unique and is represented by a single ring chromo-
some with a size of 3978134 base pair containing 46.5 % G/С-pairs. The key genetic loci determining synthesis of antimicro-
bic metabolites are defined: lipopeptides (surfactin, fengycin, bacillomycin D), dipeptide (bacilysin), siderophor (bacillibac-
tin), polyketide antibiotics (difficidin and oxydifficidin, bacillaene and macrolactin), bacteriocin (amylocyclicin) and peptide/
polyketide (putative – tyrocidin), restriction-modification systems and mobile genetic elements (IS-elements and prophages) 
are characterized. The identified features in the organization and localization of individual genetic determinants (for example, 
intact prophage of 37558 bp) can be used as reliable molecular genetic markers for fast identification of the strain when it is 
used commercially. The complete nucleotide sequence of the genome can serve as the basis for a detailed functional analysis 
of the practically significant properties of the microorganisms of the Bacillus group.
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Введение. Производители сельскохозяйственной продукции во всем мире проявляют боль-
шую заинтересованность в биологических средствах защиты растений, позволяющих сократить 
использование химических препаратов и получить качественные продукты питания. В качестве 
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основы биопрепаратов применяются природные микроорганизмы (бактерии, грибы и вирусы), 
продуцирующие широкий спектр биологически активных соединений, обеспечивающих пода-
вление патогенов и стимулирующих рост и развитие растений. В этом плане особый интерес 
представляют повсеместно распространенные бактерии В. amyloliquefaciens subsp. plantarum 
и близкородственные В. velezensis, характеризующиеся способностью вступать в плотный кон-
такт с растением (в частности, с корневой системой), продуцировать широкий спектр вторичных 
метаболитов антимикробного действия, активировать системы иммунного ответа растений 
и синтезировать гормоны, стимулирующие их рост [1]. В последнее время большую популяр-
ность приобретают биофунгициды, основу которых составляют бактерии этой систематической 
группы (например, биопрепараты Serifel, Integral Pro, Velondis Extra используются в Южной 
и Центральной Америке, Азии, Франции и Германии). В тепличных хозяйствах Республики Бе-
ларусь для защиты огурцов и томатов от болезней разной этиологии применяется зарегистриро-
ванный биопестицид Бетапротектин, в состав которого входят бактерии В. amyloliquefaciens 
subsp. plantarum БИМ В-439Д. Данные микроорганизмы, выделенные из образца дерново-подзо-
листой почвы на территории Минской области, проявляют выраженную антимикробную актив-
ность по отношению к фитопатогенным грибам Fusarium oxysporum, Botrytis scinerea, Penicillium 
expansion, Sclerotinia sclerotiorum, Alternaria tenuis, Phoma betae и бактериям Xantomonas campes-
tris pv. campestris, Pectobacterium carotovorum, Pseudomonas syringae, Clavibacter michiganensis 
subsp. michiganensis и Agrobacterium tumefaciens, вызывающим различного рода заболевания 
сельскохозяйственных и декоративных растений (в частности, рак, гнили, пятнистости и др.).
В настоящее время для детального изучения важных практически микроорганизмов широко 
используется полногеномное секвенирование. Данная технология позволяет оценить генетиче-
ский потенциал организма, научно обосновать его биологическую безопасность и создать исчер-
пывающий генетический паспорт для коммерческого использования, а также заложить основу 
для изучения тонких молекулярно-генетических механизмов, определяющих функциональную 
активность.
Цель работы – первичный анализ полной нуклеотидной последовательности генома В. amy-
loliquefaciens subsp. plantarum БИМ В-439Д.
Материалы и методы исследования. Бактерии В. amyloliquefaciens subsp. plantarum БИМ 
В-439Д выращивали в полноценной жидкой среде ГВ [2]. Тотальную ДНК выделяли с помощью 
набора реагентов «Bacteria DNA Preparation kit» (Jena Bioscience GmbH). Для подготовки библио-
тек ДНК для секвенирования применяли набор Nextera XT (Illumina). Высокопроизводительное 
определение нуклеотидных последовательностей проводили на приборе MiSeq (Illimina), ис-
пользуя комплект реактивов MiSeq Reagent kit v3 2 × 300 циклов (Illumina). Для оценки качества 
полученных данных применяли программу FastQC [3]. Прочтения с низким качеством отфиль-
тровывали с помощью программы Trimmomatic-0.36 [4]. Сборку прочтений осуществляли с по-
мощью программы SPAdes-3.11.1 [5]. Картирование прочтений на собранные последовательности 
ДНК производили с помощью программы Bowtie 2.2.7 [6], что позволило оценить правильность 
работы программы ассемблера. Объединение контигов в кольцевую хромосому осуществляли, 
используя опубликованные данные о геномах близкородственных бацилл из базы данных Ген-
Банк. Предварительную аннотацию генома проводили с помощью системы RAST 2.0 [7] 
и PRokkA 1.12 [8]. Сравнение полученных нуклеотидных последовательностей с доступными 
последовательностями из базы данных ГенБанк проводили с помощью программ BlASTN 2.3.1 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) и Mauve 2.4.0 [9]. Поиск профаговых последовательностей осущест-
влялся с помощью веб-сервиса PHASTER [10]. Рисунки генетических локусов составляли с по-
мощью веб-сервиса Gene Graphics [11].
Результаты и их обсуждение. Анализ общей структуры генома бактерий В. amyloliquefa-
ciens subsp. plantarum БИМ В-439Д в сравнении с изученными в этом отношении микроорганиз-
мами позволил установить характерные особенности, свойственные микроорганизмам данной 
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систематической группы, а также выявить уникальные свойства исследуемого штамма. На на-
стоящий момент в ГенБанк депонированы полные нуклеотидные последовательности 56 гено-
мов В. velezensis, 22 генома В. amyloliquefaciens и значительное число близких к ним предста- 
вителей рода Bacillus. Такой объем доступной научной информации позволяет детально проана-
лизировать полученные в результате секвенирования данные, а также свидетельствует 
о большом научном интересе, проявляемом в мире к бактериям данной систематической груп-
пы. Следует отметить, что ряд типичных представителей вида В. amyloliquefaciens subsp. planta-
rum в разных литературных источниках фигурирует как В. amyloliquefaciens subsp. plantarum 
или В. velezensis (например, в ГенБанке наиболее изученный штамм FZB42 обозначен как 
В. velezensis, в то же время в научных публикациях он фигурирует как В. amyloliquefaciens subsp. 
plantarum). Такая неоднозначность в классификации в целом характерна для микроорганизмов 
в силу их внутривидового разнообразия. В связи с вышесказанным, для лучшего восприятия 
приведенных ниже результатов необходимо учитывать, что эти два вида являются практически 
идентичными и только дело времени, чтобы они получили одно унифицированное название.
Геном исследованных бактерий представлен одной кольцевой хромосомой размером 3978134 
п. н., содержащей 46,50 % Г/Ц-пар. В состав хромосомы входит 3912 открытых рамок считыва-
ния, способных определять синтез 3798 полипептидов, а также молекул рРНК и тРНК. При этом 
гены, кодирующие субъединицы рибосом, как правило, расположены несколькими кластерами 
(5S, 16S, 23S). В хромосоме бактерий В. velezensis (например, штамм G341, СР011686) и В. amylo-
liquefaciens (например, штамм UCMB5033, HG328253) встречается до 10 кластеров генов, коди-
рующих рРНК. В хромосоме исследуемых бактерий присутствует 9 генетических локусов, опре-
деляющих синтез 27 молекул рРНК. Практически для всех бактерий этой таксономической 
группы характерно большое число генов, кодирующих синтез тРНК. Их количество варьирует 
от 51 у штамма В. velezensis SB 1216 (СР015417) до 95 у штамма В. velezensis G341 (СР011686). 
Анализируемый штамм содержит 86 генов, детерминирующих синтез тРНК. Следует отменить, 
что такое большое содержание в клетке компонентов аппарата трансляции свидетельствует 
о высокой эффективности синтеза белка, и следовательно, активных процессах метаболизма. 
В подтверждение можно привести данные RAST-анализа генома В. amyloliquefaciens subsp. plan-
tarum БИМ В-439Д в сравнении с известными представителями этой группы бактерий. Как вид-
но из данных, приведенных в табл. 1, наибольшее число генетических детерминант в клетке 
определяет метаболизм углеводов (от 413 до 423 генов), аминокислот (от 437 до 438 генов), бел-
ков (от 166 до 196 генов), жирных кислот, липидов, изопреноидов (от 138 до 141 гена), а также 
синтез кофакторов, витаминов, простетических групп и пигментов (от 230 до 241 гена). Это 
вполне закономерно, поскольку данные микроорганизмы продуцируют широкий спектр анти-
биотикоподобных соединений нерибосомной природы, для синтеза которых требуется актив-
ный углеводный обмен, в ходе которого образуются ключевые субстраты. Среди множества син-
тезируемых белков важную роль играют ферменты, определяющие поступление в клетку 
сахаров и этапы их окисления (пермеазы, гидролазы). В результате этих процессов образуются, 
в частности, пируват, 2-оксо-глутарат, оксалоацетат и ацетил-КоА, которые являются предше-
ственниками синтеза аминокислот, жирных кислот, поликетидов и целого ряда других жизнен-
но важных метаболитов. Следует отметить, что присутствующий в геноме исследуемых бакте-
рий ген sacA, кодирующий фермент сахарозо-6-фосфатгидролазу, участвующий в первичном 
расщеплении сахаров, полностью идентичен таковым многих представителей В. amyloliquefa-
ciens и В. velezensis.
Анализ хромосомной ДНК бактерий В. amyloliquefaciens subsp. plantarum БИМ В-439Д позво-
лил выявить два варианта инсерционных элементов семейства 1S3 (6 копий варианта IS150A 
и 6 копий IS150B размером 1285 и 1284 п. н. соответственно), отличающихся между собой заме-
нами, вставками и делениями отдельных нуклеотидов, затрагивающими порядка 130 позиций. 
При этом все обнаруженные IS-последовательности локализуются между генами, не нарушая 
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Т а б л и ц а 1. Вклад отдельных генетических детерминант в общий метаболизм клетки бактерий,  
обладающих антимикробной активностью и стимулирующих рост растений 
T a b l e 1. Contribution of individual genetic determinants to the general metabolism of bacteria cells  
with antimicrobial activity and stimulating plant growth
Генетические детерминанты, определяющие в клетке
Genetic determinants that determine in the cell
Штамм 
Strain
БИМ В-439Д FZB42* GH1-13*
всего % всего % всего %
Метаболизм белка 182 6,79 166 6,07 196 7,18
Метаболизм углеводов 414 15,45 423 15,46 413 15,13
Метаболизм аминокислот и их производных 438 16,34 437 15,97 439 16,10
Метаболизм нуклеозидов и нуклеотидов 117 4,37 122 4,46 121 4,43
Метаболизм жирных кислот, липидов, изопреноидов 138 5,15 141 5,15 141 5,16
Метаболизм ароматических соединений 12 0,45 13 0,48 12 0,44
Метаболизм РНК 158 5,90 159 5,81 155 5,68
Метаболизм ДНК 79 2,95 112 4,09 98 3,59
Метаболизм серы 39 1,45 39 1,42 43 1,57
Метаболизм фосфора 29 1,08 31 1,13 31 1,13
Метаболизм азота 31 1,16 31 1,13 29 1,06
Системы, определяющие баланс калия 10 0,38 10 0,37 9 0,33
Поступление железа в клетку 29 1,08 31 1,13 29 1,06
Синтез кофакторов, витаминов, простетических групп, пигментов 233 8,69 241 8,81 230 8,42
Клеточное деление и клеточный цикл 53 1,98 52 1,90 54 1,98
Подвижность и хемотаксис 88 3,28 87 3,18 87 3,19
Регуляция и сигнальные системы 61 2,28 58 1,12 63 2,31
Вторичный метаболизм 5 0,19 12 0,44 5 0,18
Состояние покоя и споруляции 116 4,33 126 4,61 119 4,36
Процессы дыхания 75 2,80 73 2,67 74 2,71
Ответ на стрессовые факторы 107 3,99 106 3,87 112 4,10
Системы транспорта через клеточную мембрану 72 2,69 70 2,56 69 2,53
Клеточная стенка, синтез капсулы 133 4,96 131 4,81 136 4,98
Клеточная защита 61 2,28 65 2,38 65 2,38
Всего 2680 100 2736 100 2730 100
П р и м е ч а н и е. Для штамма В. amyloliquefaciens subsp. plantarum БИМ В-439Д приведены данные RAST-
анализа. Для штаммов В. amyloliquefaciens FZB42 и В. velezensis GH1-13 аналогичные данные заимствованы из лите-
ратурных источников [12].
N o t e. The data of the RAST-analysis are given for the strain B. amyloliquefaciens subsp. plantarum BIM В-439D. For 
strains B. amyloliquefaciens FZB42 and B. velezensis GH1-13, similar data are taken from literature data [12].
Т а б л и ц а 2. Характеристика профагов бактерий В. amyloliquefaciens subsp. plantarum БИМ В-439Д
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П р и м е ч а н и е. Данные получены с использованием программы PHASTER; * – в геноме фага присутствуют 
типичные att-сайты (attl и attR).
N о t e. Data obtained using PHASER; * – in the genome of the phage are present a typical att-sites (attl and attR).
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открытых рамок считывания. Следует отметить, что подобного типа мобильные элементы встре-
чаются в геномах бактерий В. amyloliquefaciens и В. velezensis [13]. В частности, в хромосоме 
штамма В. velezensis G341 (выделен из 4-летних корней женьшеня в Корее) присутствует 10 ко-
пий IS150A и 4 копии IS150В, а в хромосоме В. amyloliquefaciens FZB42 (выделен из зараженной 
патогенами почвы в Германии) обнаруживается 3 копии только IS150A. В то же время штамм 
В. amyloliquefaciens y2, изолированный из ризосферы пшеницы в Китае, вообще их не содержит 
(результаты BlASTN-анализа). Помимо IS-элементов в геноме бактерий В. amyloliquefaciens subsp. 
plantarum БИМ В-439Д обнаружено два полноразмерных и один дефектный профаг (табл. 2). 
Один из полноразмерных вирусов (37558 п. н.), предположительно относящийся к группе Caudo-
virus, имеет уникальную локализацию (координаты 1995258–2032815), не сходную с ортологич-
ными последовательностями, обнаруживаемыми в хромосомах некоторых других представителей 
подвида В. amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens (например, штамм DSM7). Последователь-
ность встроенного фага содержит 37 % Г/Ц-пар, что практически на 10 % меньше, чем в хромосо-
ме клетки хозяина. Другой нуклеотидный состав встроенного профага свидетельствует в пользу 
того, что общий предок данных бактерий не содержал этого вируса и его интеграция в хромосо-
му произошла относительно недавно. Второй интактный вирус размером 37592 п. н. (координаты 
2647315–2684906) по Г/Ц-составу практически не отличается от такового клетки хозяина и от-
дельные участки его генома встречаются в хромосомах бактерий рода Bacillus. Нуклеотидная 
последовательность еще одного – дефектного – профага размером 31632 п. н. (координаты 
1183850–1215481) обнаруживается также в хромосомах бактерий В. amyloliquefaciens (штамм 
kHG19), В. velezensis (штаммы СМТ-6 и NJN-6) и В. subtilis В-1 (по нуклеотидной последователь-
ности идентичны на 99 %). Следует отметить, что в хромосомах практически всех бактерий со-
держатся интактные или дефектные вирусные геномы, присутствие которых может защищать 
клетку от проникновения других подобных вирусов, свободно циркулирующих во внешней среде.
Отсутствие в геноме исследуемого штамма большого числа мобильных элементов свиде-
тельствует о наличии эффективных систем защиты, препятствующих проникновению чужерод-
ных нуклеиновых кислот. Следует отметить, что для бактерий характерно, по крайней мере, че-
тыре системы такой защиты. Это системы токсин–антитоксин, абортивной инфекции, CRISPR/
Cas9 и рестрикции–модификации. Благодаря системе токсин–антитоксин, бактериальная клетка 
может беспрепятственно синтезировать соединения, направленные как против других бактерий, 
так и чужеродных молекул нуклеиновых кислот. При этом присутствие антитоксина защищает 
ее от гибели. Абортивная инфекция и CRISPR/Cas9 препятствуют размножению вирусов, попав-
ших в бактериальную клетку. Белки рестрикции–модификации призваны защищать бактерию 
от чужеродных молекул ДНК [14].
В геноме бактерий В. amyloliquefaciens subsp. plantarum 439Д локализовано, по крайней мере, 
четыре гена, кодирующих консервативные белки антитоксины, защищающие клетку от проду-
цируемых ею токсинов, направленных против бактерий и молекул нуклеиновых кислот чуже-
родного происхождения. Система рестрикции–модификации у данных бактерий представлена 
четырьмя генами, кодирующими белки, обеспечивающие метилирование собственной хромо-
сомной ДНК и рестрикцию чужеродной ДНК. При этом один из генов (orf626) детерминирует 
синтез рестриктазы II типа BglII. Сходная по нуклеотидному составу детерминанта присутству-
ет в геноме только у двух бактерий В. velezensis СМТ-6 (СР025341) и В. subtilis CW14 (CP016767), 
тогда как гомологичный белок синтезируется в клетках большого числа бактерий В. amylolique-
faciens (WP_032867626.1). Данный факт может свидетельствовать об определенной стратегии, 
выработанной микроорганизмами данной систематической группы, суть которой заключается 
в определенной комбинации генов, детерминирующих белки рестрикции и модификации, позво-
ляющие им защищать клетки не только от вирусной ДНК, но и от проникновения ДНК близко-
родственных бактерий. Такая стратегия весьма оправдана, поскольку бактерии рода Bacillus об-
ладают системой естественной компетентности, определяющей способность поглощать ДНК из 
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внешней среды. В хромосоме бактерий не выявлено системы CRISPR/Cas, однако присутствует 
локус (координаты 3875249–3881618), содержащий три гена, кодирующих синтез фаговой РНК 
хеликазы (orf3804), протеазы (orf3805) и обратной транскриптазы (orf3806), которые могут яв-
ляться частью системы абортивной инфекции [15].
Однако ключевой системой бактерий рода Bacillus, защищающих их от чужеродной микро-
флоры (грибов, вирусов и других бактерий), является присутствие в геноме целого набора локу-
сов общей протяженностью 308849 п. н. (занимают около 8 % генома), определяющих продук-
цию широкого спектра антимикробных соединений. Именно эти генетические детерминанты 
представляют основной научный интерес и благодаря им данные микроорганизмы нашли широ-
кое применение в качестве средств защиты растений от патогенов.
Штамм В. amyloliquefaciens subsp. plantarum БИМ В-439Д не является исключением, посколь-
ку характеризуется широким спектром антимикробной активности и является основой биопре-
парата Бетапротектин для защиты овощных культур и декоративных растений от болезней раз-
ной этиологии. Детальный анализ отдельных генетических детерминант позволяет с высокой 
достоверностью утверждать, что аналогично другим представителям В. amyloliquefaciens 
и В. velezensis, данный штамм обладает способностью продуцировать антимикробные метаболи-
ты разного химического состава, синтез которых осуществляется без участия рибосом. В геноме 
Рис. 1. Генетическая карта локусов, определяющих синтез поликетидных соединений (диффицидина, бациллена, ма-
кролактина), сидерофора бациллибактина, дипептида бациллизина, пептида/поликетида с неопределенной химической 
структурой и бактериоцина (амилоциклицин) у бактерий В. amyloliquefaciens subsp. plantarum БИМ В-439Д. Неокра-
шенными стрелками указаны функциональные гены, входящие в состав локусов и детерминирующие синтез метаболи-
тов и направления их транскрипции, серыми – гены, окаймляющие локусы. Цифры рядом с названием вторичного ме-
таболита обозначают размер локуса, определяющего его синтез. Цифры под крайними генами обозначают координаты 
локусов в геноме
Fig. 1. Genetic map of the loci that determine synthesis of polyketide compounds (difficidin, bacillaene and macrolactin), sidero-
phor bacillibactin, dipeptide bacilysin, peptide/polyketide with uncertain chemical composition and bacteriocin (amylocyclicin) 
of bacteria В. amyloliquefaciens subsp. plantarum BIM В-439D. Non-colored arrows indicate functional genes that are part 
of the loci and determine the synthesis of metabolites and the direction of their transcription, gray – genes that border the loci. 
The numbers next to the name of the secondary metabolite indicate the size of the locus that determines its synthesis. The num-
bers under the extreme genes indicate the coordinates of the loci in the genome.
598 Doklady of the National Academy of Sciences of Belarus, 2018, vol. 62, no. 5, pp. 592–600
данных бактерий обнаружены генетические локусы, определяющие синтез активных липопеп-
тидов (сурфактин, фенгицин, бацилломицин D), дипептида (бацилизин), сидерофора (бацилли-
бактин), бактериоцина рибосомного синтеза (амилоциклицин), поликетидных антибиотиков 
(диффицидин/оксидиффицидин, бациллен и макролактин), а также неопределенного пептида/
поликетида с неизвестной химической структурой и функцией (предположительно – тироциди-
на) (рис. 1, 2). Сравнительный сиквенс-анализ промоторов, регуляторных и структурных генов, 
а также кодируемых ими полипептидов, определяющих синтез вышеуказанных соединений, вы-
явил их идентичность на 99–100 % гомологичным последовательностям других представителей 
В. amyloliquefaciens и В. velezensis. Кроме того, синтез сурфактина и фенгицина данными микро-
организмами установлен экспериментально методом масс-спектрометрии (данные не приводятся).
Таким образом, в результате проведенного исследования установлена общая организация ге-
нома бактерий В. amyloliquefaciens subsp. plantarum БИМ В-439Д, определены ключевые генети-
ческие локусы, детерминирующие синтез антимикробных метаболитов, охарактеризованы си-
стемы рестрикции-модификации и мобильные генетические элементы (IS-элементы и профаги). 
Выявленные особенности организации и локализации отдельных генетических детерминант 
(например, ген, кодирующий рестриктазу II типа BglII, профаг размером 37558 п. н.) могут ис-
пользоваться в качестве надежных молекулярно-генетических маркеров для быстрой идентифи-
кации штамма при его коммерческом использовании. Наличие полной нуклеотидной последова-
тельности генома может служить основой для детального функционального анализа практически 
значимых свойств данных микроорганизмов.
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